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© Gamma-lnterferon-Derlvate, Herstellungsverfahren, Vektoren dafllr und Arzneimittei daraus. 



© Es werden Peptide beschrieben, die sich von Interferon-? durch Abspaltung von 7 bis 11 Aminosauren am 
C-terminalen Ende unterscheiden. Weiter wird deren gentechnologische Herstellung angegeben. Die neuen 
Peptide lassen sich zur Herstellung von Arzneimttteln verwenden. 
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Neua Polypeptide, Yerfahren zur Herstellung, die Vektoren dafUr und Arznefmitte! daraus 

Die Brfindung betrifft rteue Polypeptide mrt Irrterferon-7-Aktrvitat Oder lnterferon-7-ahnlicher Aktivitat. 
Verfahren zu dererr Herstellung, die Vektoren dafur und Arzneimittei, die diese Polypeptide enthalten. 

Das lnterferan-7 (frGher Immurrinterferon Oder Typ IMnterferon bezeichnet) wurde im Jahre 1965 von F. 
Wheelock entdeckt (Science, 149. 310, 1965). der zetgte, daS lnterferon-7 bestimmte Zellen vor einer 
VTrusmfeWjon schOtzen kanru 

Die ursprtinglich veroffentfichte AminosSuresequenz von Humaninterferon-7 weist 148 Aminos3uren auf 
(Nud. Acid. Res. 10, 2487, 1982). Nach einer spateren VerSffentiichung (J. Biol. Chem.. 259, 8790, 1984) 
fehten jedoch dam "reifen* Interferon-? die ersten drei Aminosauren aus der ursprOnglich puWlzierten 
Seojjenz. Im foigertden wird daner die Aminosauresequenz von der AminosSure Nr. 1 (Glutamin) bis zur 
Arnirtosaure Nr. 14&(Gkjtamin) als reifes, humanes lnterferon-7 bezeichnet Die Aminosauresequenz dieses 
MotekQIs ist in Rg: 1 wiedergegeben. 

MenschBches: Interferon-? (W.E Stewart II, The Interferon Sys., Springer-Vertag, 2nd ad. 1981) ist ein 
Polypeptid. da* von Natur aus glykosyliert ist (Nature 295. 503, 1982). Das Glycoprotein besitzt ein 
Mciekulargewicht von etwa 63.000 bis 73.000 da (J. Biol. Cham.. 25a 9708. 1983) und liegt in seiner 
funkfionelten Fbrrrr wahrscheinfich als Dimer vor. Die Glykosylierung des lnterferon-7 ist fOr seine Wirkung 
nicht erfbrderiich. So reduziert die Behandlung von lnterferon-7 mit Glykosidase nicht dessen antivirale 
AkSvitat in humanen F^roblasten-Zenkulturen (J. Biol. Chem., 258. 8010. 1983). Aus der EP-OS 148 944 ist 
die gentechnischa Herstellung von Derivaten des lnterferon-7 bekannt, bei denen in Position 6 Lysin durch 
Glutamin ersetzt ist und zusatzlich weitere Modifikationen durchgefOhrt sind. Unter diesen Modifikationen 
sind auch N-terminale VerkOrzungen urn 1 bzw. 4 Aminosauren, die durch Bal 31-Verdauung der DNA und 
Expression gewonnen wurden. Diese Derivate des lnterferon-7 soilen eine dem natOrtichen lnterferon-7 
vergteichbare Oder soger erhohte Aktivitat besitzen. 

Es wurde auctrschon vorgeschiagen (DE-OS 3 414 831). Derivate des lnterferon-7 herzustelten, bei 
denen cfie ersta AminosSure der rratOrlichen Sequenz und/oder die nach der AminosSure 124 (Alanin) 
folgenden Amino- 
sauren entfallen, ohne daff die biologische AktivitSt des lnterferon-7 nennenswert beeintrachtigt wSre. 

Es wurde nun gefunden, dafl bei einer Abspaltung der O-terminalen 7. 8, 9. 10 Oder 11 Aminosauren, 
PepWe erhalten werden, cfie eine signifikant hShere biologische Aktivitat besitzen. Gegenstand der 
Erfadurrg sind Polypeptide der in Anspruch t angegebenen Formel. Weiterhin betrifft die Erfindung die 
Herstellung cfieser Polypeptide in Bakterien sowie dazu verwendeten Vektoren bzw. DNA-Sequenzen. 

Bei der gentechnoiogischen Herstellung in Ecoli konnen diese neuen Polypeptide auch an ihrem N- 
terminalen Ends methioniert oder mit einer anderen Peptidsequenz versehen sein. Diese Peptidsequenz 
karm eine fOr die Sekretion verantwortliche Signalsequenz Oder eine spezifische Erkennungssequenz fOr 
zB. Rbrin oder andere ZeUoberflSchenstrukturen beinhalten. 
Die neuen Peptide lassen srch herstellen, indem man 

a. das lnterferon-7-Gen in einen M 13-Vektor insertiert, 

b. daraus ein& einzelstrSngige DNA isoliert und diese in einem Mutagenese-Ansatz mit einem 
Ofigomicleotid hybridisiert und dadurch einen gezielten Basenaustausch bewirkt. der in der kodierenden 
Region des lnterferon-7-Gens ein Stop-Codon kreiert, 

c. dieses: modifizierte lntBrferon-7-Gen isoliert, 

d. dieses Gen in .einen geeigneten E-coli-Expressions-Vektor insertiert und 

e. mrt Htlfe- dieses Bcpressions-Vektors das Polypeptid exprimiert und isoliert 

Bei der Herstellung^ der erfindungsgemaflen Polypeptide ist es besonders vorteilhaft, eine durch 
gerichtete Mutagenese des Irrterferon-7-Gens erhaltene DNA zu verwenden. Als Ausgangsmaterial fUr 
dieses Verfahren diente die lnterferon-7-cDNA (Abb. 2), die fUr die in Abb. 1 dargestellte lnterferon-7- 
Aminosauresequenz von Pos. 1 bis Pos. 143 kodiert. 

Aufgrund der Degeneration des gentischen Codes ist es aber auch moglich, andere DNA-Sequenzen, 
z.B. chemisch synthetisierte Gene mit unterschiedlicher DNA-Sequenz fu*r die Expression der neuen 
Polypeptide zu benutzen. Die erfindungsgemafl erhaltenen Polypeptide besitzen eine lnterferon-7 oder 
lnterferon-7-ghnlicha Aktivitat und konnen bei Tumorerkrankungen, bei Immunkrankheiten oder bei EntzOn- 
dungskranWieiten wie^Rheuma oder Polyarthritis eingesetzt werden. Sie werden dabei in Mengen von 5 bis 
500 ug pro ml .KorperoberflSche und Tag eingesetzt 

Gegenstand der Bfindung sind daher auch Arzneimittei. die -mindestens eines der neuen Peptide 
erihatten, gegebenerrfaUs in einern pharmazeutisch vertraglichen Trager oder Bindemittel, insbesondere 
Human-Serurrraibumirr..Die Arzneimittei k6rmen auch Kombinationen der neuen Proteine mit schon bekann- 
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ten LymphoWnen (z.B. TNF, Lymphotodn) Oder LymphoWn-Mutanten (EP-OS 250.000, insbesondere A24- 
Lymphotoxin) enthalten. Weitere AusgestaKungen der Erfindungen sind in den folgenden Beisplelen nSher 
beschrieben. Das als Vergleichssubstanz cfienende Interferon-? wurde in bekannter Weise in E-coli cloniert, 
exprimiert und wie beschrieben aufgereinigt (Methods in Enzymology; 119; 366-383; 1986). 



Beispiei 1 



10 

Herstellung eines HybridpJasmids, das das Gen fOr lnterferon-7 ais Vergleichssubstanz enthalt 

Ausgangspunkt war das Plasmid pUC 18 IFN-7. Es entstand durch die Insertion der mit Sau iila 
geschnittenen Interferon-y cDNA (Fig. 2) in die Bam Hi Erkennungsstelle von pUC 18. Das Plasmid pUC 18 

15 IFN-7 wurde dann in bekannter Weise mit den Restriktionsendonucleasen Bst Nl/Sau Ilia nach den Angaben 
des Herstellers geschnitien (Fig. 3). die BruchstUcke auf einem 5 %igen Polyacrylamidge! durch Bektro- 
phorese aufgetrennt und durch Anterben mit Ethldlumbromid sichtbar gemacht. Das benotigte Interferon-y- 
Qen (Bst Nl/Sau IHa-715 bp) wurde anschlie/tend aus dem Acrylamidgel ausgeschnitten und elektrophore- 
tisch von der Matrix abgetrennt (Bio-Trap® von Firma Schleicher und SchQH). 0,1 pMol dieses Fragments 

20 wurden dann mit 0,1 pMol Vektor (pKS 201 Eco Rl/Bam HI) und den synthetischen Oligonukleotiden KS 
9/10 Ober Nacht bei 15* C ligiert. 



KS 9 5' AATTCATGC 3* 
25 KS 10 3 1 GTACST 5* 



Man erhieit das Hybridplasmid pKS 131 gemaB Fig. 3. Dieses Hybridplasmid wurde an seiner Eco Rl 
Schnittstelle mit synthetisch hergestellten Translationssignaisequenzen versehen und das IFN-7-Gen In den 
M entsprechenden Ecoli-StSmmen mit dem temperatursensitiven 7-Repressor (cl 857) bei 42* C exprimiert 

Das so hergesteilte IFN- 7 mit den in Fig. 1 angegebenen Aminosauresequenzen (plus dem N- 
terminalen Methionin) diente als Vergleichssubstanz. 



Beispiei 2 



Proteinchemische Reinigung der IFN-y-Referenzsubstanz. 

40 

1. Schritt: Gewinnung und Reinigung der IFN-rBnschlui3k6rper 
^ Identisch mit Beispiei 4, 1. Schritt 



2. Schritt Renaturierung 
Identisch mit Beispiei 4, 2. Schritt 



3. Schritt VerdOnnung des Renaturates 



Das Renaturat wird 1 : 1,7 mit 20 mM Ammoniumacetat pH 7,5 verdUnnt und anschlieflend 30 Minuten 
bei 8000 g zentrffuqiert 
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4. Schritt lonenaustauschchromatographie 

Wie Beispiel 4, 4. Schritt jedoch mit veranderten Puffem 
Aquilibrierungspuffer: 
5 0.4 M Arginmhydrochlorid/3 % Saccharose/20 mM Ammoniumacetat pH 7,5 
Butionspuffer 

0,4 M Argininhydrochlorid/3 % Saccharose/20 mM NahfePO* pH 7.5 mit steigenden NaCI-Gehait (0 bis 0,15 
M) 

AJs lnterferon-7 eluiert unter den angegebenen Bedingungen zwischen 0.07 und 0.15 M NaCI. 

w 



5. Schritt Hydrophobe Chromatographie 
75 Identisch mit Beispiel 4, 5. Schritt. 



Beispiel 3 

20 



Herstellung der neuen Polypeptide 

25 Das Plasmid pkS 131 wurde mit den Restriktionsnukleasen Eco Rl/Sai I geschnitten und das DNA- 
Fragment mit dem IFN-y-Gen in den mit Eco Rl und Sal I geschnittenen M 13-Vektor mp 11 insertieit 
Dieses neue Piasmid wurde in E.coli BMH 71-18 transformiert und dann der daraus resuWerende M 13- 
Enzeistrang isoliert Neben diesem Einzelstrang wurde noch das Eco Rl/ Sal I Vektorfragment von M 13 mp 
19 isoliert und zusammen mit dem Einzelstrang in den "gapped duplex"-Ansatz eingesetzt 

30 Das Vorgehen bei der M 13 Mutagenese ist in Nucleic Acids Research 12. 9441, 1984 und Molecular 
Cloning Laboratory Manual. Cold Spring Harbor. 1982 beschrieben. Alle Arberten wurden mit dem M 13-site 
directed mutagenese kit von Boehringer, Mannheim (Nr. 10 27 492) durchgefOhrt 
FQr die Bnfuhrung der Mutationen wurden folgende Oligonukleotide benutzt 

GGA6TTAGATGCTGTTTCG 
GGAGTCAG74GCTGTTTCG 
GTCAGATG7VJGTTTCGA6G 
GATGCTGT>UCGAGGTCG 
GAT6CTGTTTf6AGGTCG 

Mit diesen Oligonukleotiden wurden Punktmutationen in die DNA-Sequenz fOr IFN-y eingebracht Diese 
Punktmutationen bewirken vorzeitige Stopps im Leseraster und somit entstehen Gene fOr C-terminaJ 
45 verkQrzte IFN-rMolekQIe. 

Nach der Mutagenese und der Identnlzierung der richtigen Klone mittels Sanger-Sequenzierung wurden 
die entsprechenden neuen Gene mit Eco Rl/Sal I aus dem M 13-Vektor wieder herausgeschnitten und in 
den Eco Rl/Sai I geschnittenen Vektor pkS 201 insertion (siehe auch Fig. 3). Wie schon in Beispiel 1 
beschrieben. wurden in die einzelnen Eco Rl-Schnittstellen Signaisequenzen fUr die Expression insertiert 
und die neuen Peptide exprimiert, gereinigt und charakterisiert. Je nach benutzem OligonukleotW bei der 
Mutagenese entstanden so: 

KS6 : AS 1-132 = delta 11 IFN-7 
KS7 : AS 1-133 = delta 10 IFN-y 
55 KS8 : AS 1-134 = delta 9 IFN- 7 
KS9 : AS 1-135 = delta 8 IFN-7 
KS10: AS 1-136 = delta 7 IFN-y 

Die neuen Polypeptide enthielten noch jeweils ein Methionin am Aminoterminus. 



35 



KS 6 
KS 7 
KS B 
KS 9 
KS 10 
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Beispiel 4 



5 Proteinchemische Reinigung der neuen Polypeptide 

Zur proteinchemfschen Reinigung aJler IFN-y-Muteine wurden jeweils die folgenden Aufarbertungsschrit- 
te durchgefahrt 

w 

1. Schritt Gewinnung und Reinigung der lFN-rMutein-Bnschlu6korper 

Zur Gewinnung und Reinigung der Interferon-rMutsin-EnschluBkorper aus dem jeweiligen Produk- 
tionsstamm wurden die E.coli-Zellen aus der FermentationsbrOhe durch Zentrifugation (6000 bis 8000 g, 30 

is min.) gewonnen und dann mit Hiife einer Ultraschailsonde (5x2 min, 150 W, Microtip) aufgeschlossen. Die 
EinschluflkSrper wurden 3mal mtt 20 mM Phosphatpuffer pH 7,5, 20 mM EDTA (5 ml/g Ecoli) gewaschen 
und in einem Guanidin-Hydrochlorid-haJtigen Puffer (3M Guanidin-Hydroch!orid/0,4M Arginin/20 mM Ammo- 
niumacetat pH 7,5/2,5 ml pro g E.coli) 48 h bei 4*C gerOhrt, wobei sich die EinschluUkorper losten. 
Kontaminierende DNA wurde durch MnCb-Faliung entfernt (40 mM MnCb-Endkonzentration). Die 

20 lrrterferon-7-Mutein-Ausbeute bei diesem Verfahren betrug 60 bis 70 %, die proteinchemische Reinheit ca. 
50 %. 



2. Schritt Renaturierung 

25 

In Guanidin-Hydrochlorid gelostes, grobgereinigtes lnterferon-7-Muteln wurde renaturiert, indem das 
durch Schritt 1 gewonnene Material unter stetem RUhren Ober einen Zeitraum von 1 h zu Renaturierungs- 
puffer (0.4M Arginin/10 % Saccharose/20 mM Ammoniumacetat pH 7,5) gepumpt wurde. Es wurde so viel 
Renaturierungspuffer vorgelegt da£ eine lnterferon-7-Mutein-Endkonzentration von 0,4 bis 0,8 mg/ml 
30 entstand. Der Ansatz wurde nach Erreichen der Endkonzentration Ober Nacht bei 4* C weitergerOhrt. 



3. Schritt VerdUnnung des Renaturates 
35 Das Renaturat wurde V2 mit Wasser verdQnnt und anschlieflend 30 min bei 8000 g zentrifugiert 



4. Schritt lonenaustauschchromatographie 

40 Der verdOnnte, zentrifugierte Renaturierungsansatz wurde Ober den Anionenaustauscher Q-Sepharose® 
auf eine S-SepharosesSuie gepumpt Auf dem Anionenaustauscher erfolgte eine Abreicherung von DNA 
und Lipid-haltigen Fragmenten, wShrend das lnterferon-7 hindurchlief und an den Kationenaustauscher S- 
Sepharose® band. Die SSulenkombination wurde mit Aquilibrierungspuffer (20 mM Ammoniumacetat, 
0.25M Arglnin-HCI, 3 % Saccharose, pH 7,5) gewaschen. Die S-Sepharose®-S2ule wurde nun abgekoppelt 

45 und ohne Q-Sepharose® wie folgt weiterentwickett 

- Waschen mit 3 SMulenvolumina Aquilibrierungspuffer 
. - Eluieren des lFN-y mit 20 mM Ammonumacetat/3 % Saccharose pH 7,5 mit steigendem Arginin-HCI- 
Gehalt (0^5 bis 0,4 M) 

50 

5. Schritt: Hydrophobe Chromatographie 

Die von der S-Sepharose®-S5ule eluierte Fraktion mit der gesuchten Aktivitat wurde durch Zugabe von 
55 festem Ammoniumsulfat auf eine Endkonzentration von 0.3M eingestellt und auf eine mit 0.3M 
Ammoniumsulfat/0,2M Arginin/3 % Saccharose/5 mM Phosphatpuffer pH 7.0 aquilibrierte Phenyl- 
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Sepharose® der Firma Pharmacia gegeben. Unter den gewahlten Bedingungen lief das jeweils neue 
Polypeptid durch die Saule hindurch, wahrend die Ecoli Proteine zum Grotfteil an die Matrix banden. Das 
Protein-haltige Eluat wurde Qber eine lOkDa-Membran der Rrma Amicon lf>20fach konzentriert 
Die so erhaltenen Konzentrate enthielten die neuen Polypeptide in Mengen von 1,0 bis 1,6 mg/ml. 

Beispie! 5 
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Bestimmung der antiviralen Aktivitat 

Hierzu wurden 100 ul Kulturmedium mit 2 x 10* HEp-2-Zellen in die Vertiefungen einer 96-Loch- 
Rachbodenplatte gegeben und uber Nacht bei 37 *C und 5 % (V/V) Kohlendioxid inkubiert. Am nSchsten 
is Tag wurden 100 ul der IFN-yhaltigen Probelfisung, eingestellt auf 10 ng Protein/ml t zu den konfluenten 
Zellkulturen zugegeben und seriell 2fach titriert 

Ebenso wurden 100 ul einer international definierten* IFN-rStandardlSsung (Gg 23-901-530, NIH, 
Bethesda, Maryland. USA) mrtgeffihrt 

Auf der Kulturplatte wurden zudem eine Zellkontrolle ( = unbehandelte. nicht mit Vinjs infizlerte Zellen) 
20 und eine Viruskontrolle (= unbehandelte, mit Vinjs infizierte Zellen) mitangelegt Nach einer weiteren 
Inkubatioszeit von 24 h bei 37" C und 5 % (V/V) CO2 wurden die Kulturen mit 50 ul einer VSV-Suspenslon 
in Kulturmedium infiziert und bei 37* C und 5 % (V/V) CO2 inkubiert Nach zwei Tagen war die 
virusbedingte Zellzerstorung (CPE) in den ungeschQtzten Kulturen (= Viruskontrolle) abgelaufen. Der 
Prozentsatz geschOtzter Zellen in den mit der Testverbindung behandelten und anschlieflend mit VSV 
25 infizierten Kulturen wurde mittels KristalMoiettfSrbung bestimmt 

Danach wurde bezogen auf 0 und 100 % Schutz der 50 % Schutz definiert und der Kehrwert der 
ProbenverdOnnung, die 50 % Schutz fUhrt, als Konzentration der antiviralen Aktivitat der untersuchten Probe 
in Einheiten/mg angegeben. Die Einheiten des intemationalen Standards wurden analog bestimmt. Fand 
sich eine Abweichung von dem fiir den Standard festgesetzten Wert wurde der entsprechende Korrektur- 
30 faktor ermittelt und die Me/Jwerte korrigiert. 

Wie die Tabelle zeigt. besitzen die neuen Polypeptide eine etwa 6fach hOhere antivirale Aktivitat als 
IFN-7. 



Tabelle 
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Antivirale AktivitSten der neuen Polypeptide 


Polypeptid 


antivirale Aktivitat 


relative 




(Internationale 


Aktivitat 




Einheiten/mg) 




IFN-7 


9.4 x10 6 


1 


A 7 IFN- 7 


52,5 x10 s 


5,6 


A 10 IFN-7 


57,4 x10 G 


6,1 


A 11 IFN-7 


58,4 x 10 s 


6,2 



so Anspriiche 

1. Polypeptide der Formel 

X-Asp-Pro-Tyr-Val-Lys-GIu-Ala-Glu-Asn 
55 Leu-Lys-Lys-Tyr-Phe-Asn-Ala-GIy-His-Ser 
Asp-Vai-Ala-Asp-Asn-Gly-Thr-Leu-Phe-Leu 
Gly-lle-Leu-Lys-Asn-Trp-Lys-Glu-GIu-Ser 
Asp-Arg-Lys-lle-Met-Gln-Ser-Gln-lle-Val 
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Ser-Phe-Tyr-Phe-Lys-Leu-Phe-Lys-Asn-Phe 
Lys-Asp-Asp-Girv-Ser-lle-GJn-Lys-Sar-Val 
Qlu-Thr-lle-Lys-GIu-Asp-Met-Asn-Val-Lys 
Phe-Phe-Asn-Ser-Asn-Lys-Lys-Lys-Arg-Asp 
5 Asp-Phe-Glu-Lys-Leu-Thr-Asn-Tyr-Ser-Val 
Thr-Asp-Leu-Asn-Val-Gln-Arg-Lys-Ala-lle 
His-Qlu-Leu-lle-G!n-Val-Met-Ala-Glu-Leu 
Ser-Pro-Ala-AJa-Lys-Thr-Gly-Lys-Arg-Lys 
Arg-Y 

70 

worin 

X fOr Met-GIn Oder Gin und 
YfOr 
Ser, 
75 Ser-GIn, 
Ser-Gln-Met 
Ser-Gln-Met-Leu Oder 
Ser-GIn-Met-Leu-Phe. 

20 stehen, sowie deren AHelvariationen. 

2. Polypeptide nach Anspruch 1, enthaltend zusatzlich elne immunogen wirkende Peptidsequenz am N- 
terminalen Ende. 

3. Verfahren zur Herstellung der Polypeptide nach Anspruch 1 und 2, dadurch gekennzeichnet daJ3 
man 

25 a) das lnterferon-7-Gen in einen M 13-Vektor insertiert, 

b) daraus eine elnzelstranglge ONA isoliert und diese in einem Mutagenese-Ansatz mit einem 
Oligonucleotid hybridisiert und dadurch einen gezielten Basenaustausch bewirkt. der in der kodierenden 
Region des lnterferon-7-Gens ein Stop-Codon kreiert. 

c) dieses modifizierte lnterferon-7-Gen Isofiert, 

30 d) dieses Gen in einen geeigneten E-coli-Expressionsvektor insertiert und 

e) mit Hilfe dieses Expressions-Vektors das Polypeptid exprimiert und isoliert 

4. Vektoren, die Gensequenzen enthalten, die fOr die Polypeptide gemafl den Ansprtlchen 1 und 3 
kodieren. 

5. Vektoren nach Anspruch 5 mit den Gensequenzen der Formel 



X-6ACCCATA TGTAAAAGAA GCA6AAAACC TTAAGAAATA TTTTAATGCA 
GGTCATTCAG ATGTAGCG6A TAAT6GAACT CTTTTCTTAG 6CATTTTGAA 
GAATTGGAAA GAGGAGAGTG ACAGAAAAAT AATGCAGAGC CAAATT6TCT 
CCTTTTACTT CAAACTTTTT AAAAACTTTA AAGATGACCA 6AGCATCCAA 
AAGAGTGTGG AGACCATCAA GGAAGACATG AATGTCAAGT TTTTCAATAG 
CAACAAAAAG AAACGAGATG ACTTCGAAAA GCTGACTAAT TATTCGGTAA 
CTGACTTGAA TGTCCAACGC AAAGCAATAC ATGAACTCAT CCAAGTGATG 
GCTGAACTGT CGCCAGCAGC TAAAACAGGG AAGCGAAAAA GG-Y 

wobei 

X fUr ATG Oder ATG CAG 
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und Y fur 

AGT TAG 

AGT CAG TAG 

AGT CAG ATG TAG 

AGT CAG ATG CTG TAA 

AGT CAG ATG CTG TTTTGA stent 

6. DNA-Sequanzen codisrerrd fur ein Polypeptid gemaB Anspruch 1. 

7. DNA-Sequenzen cocfierend fOr ein Polypeptid gemaB Anspruch 2. 

8. Arzneimittei, enthaitend ein Polypeptid gema/J einem der AnsprQche 1 Oder 2. 

9. Arzneimittei gemafi Anspruch 8, enthaitend ein Polypeptid gemfifl Anspruch 1 Oder 2 und ein 
Lymphokin. 

10. Arzneimittei gemaff Anspruch 9, enthaitend als Lymphotein TNF-o, TNF-£ oder deren Muteine. 
Paten tanspruch fDx folgenden Vertragsstaat ES; 

Verfahren zur HersteJIung der Polypeptide der Forme! 

X-Asp-Pro-Tyr-VaH-yff-GliMJa-Glu-Asn 

Leu-Lys-Lys-Tyr-Phe-Asn-AlarGly-His-Ser 

Asp-Val-Ala-Asp-Asn-Gly-Thr-Leu-Phe-Leu 

Gly-lle-Uu-Lys-Asn-Trp-Lys-Glu-GIu-Ser 

Asp-Arg-LysHie-Met-Gln-Ser-Gfn-Ile-VaJ 

Ser-Phe-Tyr-Phe-Lys-Leu-Phe-Lys-Asn-Phe 

Lys-Asr>Asp-Gln-Ser-IIe-Gln-Lys-Ser-Val 

GIu-Thr-lle-Lys-GIu-Asp-Met-AsrhVal-Lys 

Phe-Phe-Asn-Ser-Asn-Lys-Lys-Lys-Arg-Asp 

Asp^he-Gh^ys4Bu-Thr-Asn-Tyr-Ser-Val 

Thr-Asp-Leu-Asrt-Val-Gln-Arg-Lys-Ala-Ile 

His^u-Leu-lle-Gln-Val-Met-Ala-Glu-Leu 

Ser-Pro-Ala-Aia-Lys-Thr-Gly-Ly5^Arg4.ys 

Arg-Y 

worin 

X fur Met-GIn oder Gin und 

YfurSer, 

Ser-Gln, 

Ser-Gln-Met 

Ser-Gln-Met-Leu oder 

Ser-Gln-Met-Leu-Phe, 

stehen, sowie deren Allelvariationen. 

a) das lnterferon-7-Gen in einen M 13-Vektor insertiert 

b) daraus eine einzelstrangige DNA isoliert und diese in einem Mutagenese-Ansatz mtt einem 
Oligonucleotfd hybridisiert und dadurch einen gezielten Basenaustausch bewirkt, der in der kodierenden 
Region des Irrterferon-rGens ein Stap-Codon kreiert 

c) dieses modifizierte Interferon-yGen isoliert, 

d) dieses Gen irreinerTgeeigneten E-coIi-Expressionsvektor insertiert und 

e) mft Hitfe dieses Ecpressians-Vektors das Polypeptid exprimiert und isoliert. 
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BASF Aktiengesellschaft 

Fig. 1 
1 

61n-Asp-Pro-Tyr-Val-Lys-61u-Ala-Glu-Asn 

Leu-Lys-Lys-Tyr-Phe-Asn-Ala-GIy-His-Ser 

Asp-Val-Ala-Asp-Asn-Gly-Thr-leu-Phe-Leu 

Gly-Ile-Leu-Lys-Asn-Trp-Lys-Glu-Glu-Ser 

Asp-Arg-Lys-Ile-Met-Gln-Ser-Gln-Ue-Val 

Ser-Phe-Tyr-Phe-Lys-leu-Phe-Lys-Asn-Phe 

lys-Asp-Asp-Gln-Ser-Ue-Gln-Lys-Ser-Val 

Glu-Thr-Ile-Lys-Glu-Asp-Met-Asn-Val-Lys 

Phe-Phe-Asn-Ser-Asn-lys-Lys-lys-Arg-Asp 

Asp-Phe-Glu-Lys-leu-Thr-Asn-Tyr-Ser-Val 

Thr-Asp-Leu-Asn-Val-Gln-Arg-Lys-Ala-Ile 

His-61u-Leu-Ile-61n-Val-Met-Ala-Glu-Leu 

Ser-Pro-Ala-Ala-Lys-Thr-Gly-Lys-Arg-Lys 

132- 136 
Arg-Ser-Gln-Met-Leu-Phe-Arg-Gly-Arg-Arg 

143 

Ala-Ser-Gln 
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870504 

BASF Aktiengesellschaft 
Fig. 2 

Sau 3a 

1 GATCAGCTTG ATACAAGAAC TACTGATTTC AACTTCTTTG GCTTAATTCT 

51 CTCG6AAACG AT6AAATATA CAAGTTATAT CTTGGCTTTT CAGCTCT6CA 

Bst N1 

101 TCGTTTTGGG TTCTCTTGGC TGTTACTGCC AG6ACCCATA TGTAAAAGAA 

151 GCAGAAAACC TTAAGAAATA TTTTAATGCA 6GTCATTCAG ATGTAGCGGA 

201 TAATGGAACT CTTTTCTTAG GCATTTTGAA GAATTGGAAA GAGGAGAGTG 

251 ACAGAAAAAT AATGCAGAGC CAAATTGTCT CCTTTTACTT CAAACTTTTT 

301 AAAAACTTTA AAGATGACCA GAGCATCCAA AAGAGTGTGG AGACCATCAA 

351 GGAAGACATG AATGTCAAGT TTTTCAATAG CAACAAAAAG AAACGA6AT6 

401 ACTTCGAAAA GCTGACTAAT TATTCGGTAA CTGACTTGAA TGTCCAACGC 

451 AAAGCAATAC ATGAACTCAT CCAAGTGATG GCTGAACTGT CGCCAGCAGC 

501 TAAAACAGGG AAGCGAAAAA GGAGTCAGAT 6CTGTTTCGA GGTCGAAGAG 

551 CATCCCAGTA ATGGTTGTCC TGCCTGCAAT ATTTGAATTT TAAATCTAAA 

601 TCTATTTATT AATATTTAAC ATTATTTATA TGGGGAATAT ATTTTTAGAC 

651 TCATCAATCA AATAAGTATT TATAATAGCA ACTTTTGTGT AATGAAAATG 

701 AATATCTATT AATATATGTA TTATTTATAA TTCCTATATC CTGTGACTGT 

751 CTCACTTAAT CCTTTGTTTT CTGACTAATT AGGCAAGGCT ATGTGATTAC 

Sau 3a 

801 AAGGCTTTAT CTCAGGGGCC AACTAG6CAG CCAACCTAAG CAAGATC 
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Sou QTo 




^TN^ c"bNQ 



Fc««r/BoH,i4: 




4- l<s 3/io 



l£i* r Mef GU Asp 

6BBTTC BTGi CRG GBC 
CTTRfl&TRC G.TC CTG 

! y ~~~ ~~~ 
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